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Lo w e症候 は原因不明の伴性劣性遺伝性疾患であ るが, そ の症 状よ り, 結合織 の グ リ コ ス ア ミノ グリ
カ ン(G A G)な い し は糖蛋白の 異常が想定 され て い る. 本研究で は 3人の Low e 症候 患児の , 尿中 G A Gと
皮膚線維芽細胞 によ る G A G生合成につ い て検討 した . 尿中 G AG は壕化 セ ナ ル ピリ ジ ニ ウ ム 法で 分離し,
同年令の小児を対照と して, セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト膜電気泳動, へ キ ソ サ ミ ン 分析 , 酵 素2糠 マ ッ ピ ン グ
法で 検卸 した. 尿中総 G A G量は正 常で あ っ たが , ヘ パ ラ ン 硫酸(H S)が対照の 26～ 46%に 減少 して い た.
ま た電気泳動上デル マ タ ン硫酸部 に低硫酸化 コ ン ド ロ イ チ ン硫 酸が み られ たが, マ ッ ピ ン グ で は硫酸化に
羞をみ なか っ た. 線維芽細胞内 G A Gへ の 85S 一 硫 軌 1 4C q グ}t/ コ サ ミ ン の 取 り込み は, 共に コ ン ド ロ イ チ
ン硫酸, デル マ タ ン 硫酸は羞 が な い が, H S で低下 して お り, 線維芽細胞内の G A G の電気泳動像で も H S
の割合は対照の約 1/2 に低下 して い た.
Eey w ords Lo w e
'
s syndr o m e, Glyc os a min oglycans, Heparan s ulfate,
C hondr oitin sulfateis o m ers, Fibr oblast
Lo w e症候 は 1952年 Lo w eら1)に より記載 さ れ た伴
性劣性 (一 部優性) 遺伝性疾患で, 臨床軌 こ眼症状 と
して 白内障及び緑内障, 中枢神経系障害 と して 知能障
害, 筋の低緊張を伴 ない , 腎障害と して初期 に は腎尿
細管障害, 後年に な っ て 糸球体不全を伴 な う と こ ろか
ら, 眼 ･ 脳 ･ 腎症候 と も い わ れ て い る . 女性保因者は
軽度の白内障 を持つ こ と も ある. その病 因は不明であ
るが , 独特 の眼病変, 筋 の低緊張, 及び骨成熟の遅延
は, グリ コ ス ア ミノ グリ カ ン (Glyc o s a min oglyc a n,
以下 G A G と略)や糖蛋白な どの結合織物質の代謝異常
を考え させ る. Lo w e症候 に関す る尿中 G A G分析の報
告2ト 引は数編あるが 種々 の 矛盾 した結果が出てお り, 線
鮮芽細胞の G A G につ い て の報告引はわ ずか に 1編ある
のみ で ある.
今回 3 人 の Lo w e症候患児 と年令の 一 致 した 正 常対
照児の尿中 G A G を塩化 セ チ ル ピリ ジ ニ ウム (Cetylp-
yridin u m chlo ride, 以下 C P C と略) 沈殿法で分離 し,
比較検討 した 結果, Lo w e症候 の 尿中 へ パ ラ ン 硫 酸
(Hepa ra n s ulfate, 以下 H S と略)排泄が , 正 常対照
の 26～ 24% と低下 して お り, ま た Lo w e症候 2例の皮
膚由来線緑芽細胞 に つ い て,G A G合成能 を検討した結
果, 正 常細胞 に比 べ H S合成能 が約 1/2 に低下してい
る こ と を見出し た.
対 象お よ び方法
Lo w e症 候患児 : 症例 1 : 3歳男児. 症例 2: 症例1
の従兄 で 14歳男児. 症例 3 :症例 1, 2 と は血縁関係の
な い 14歳男児. 3名共典型的 な Lo w e症候で , 先天性
白内障及 び緑内障, 知能発達遅延, 筋 の 低緊張があり,
幼 少時に 腎尿細管性 ア シ ド シ ー ス も み ら れて い たが,
症例 2, 3 で は現在代謝性 ア シ ド シ ー ス も なく, 血中ク
レ アチ ニ ン や B U Nの 上 昇も認 めて い ない . この 3名の
Lo w e症候 患児 よ り採尿した. また症例 2 と症例3 は皮
膚生検 を行 ない , 線維芽細胞培養 を行な っ た .
正 常対照 : 対照尿 は , 3歳及び 8歳か ら 16歳の 健康
小児と, 溶連菌感染後糸球体腎炎患児, ア ナ フィ ラク
トイ ド紫班病性腎炎患胤 両側 の水腎症 に よ り尿毒症
と な り血液透析を受 けてい る 9歳の 患児 より採尿した.
A berr atio n sin the M etabolis m of Hepar a nSulfate in Lo w e
,
s Syndro m e. Tohr uYo
･
koi, Departm ent of Pediatrics,(Dir ector: Prof. N . Ta nigu chi), Scho ol of Medicin e, Ka･
n a z a w aUniv ersity,
Lo w e症候の へ パ ラ ン硫酸代謝
対照皮膚由来線推芽細胞 は, 代謝惟疾軌 染色体異常
等がない と考え られ る 1歳 男 胤 3歳女児, 8歳男児,
成人男性の 4例か ら得 た･
尿中 GA Gの 分離
蒸留水で 2倍希釈 し た尿 に 0･1% に C P Cを 加 え,
4
O
Cl夜静置 して G A G




これ を 0･1 % C P C で 2 固洗源後 37
0
C で, 1 0%
エ タ ノ ー ル を含む 2.OM NaClに 溶解 し遠心後そ の 上
清に4倍量の エ タ ノ
ー ル を加 え混和 した. - 2 げC に数時
間静産後遠心 し, 沈殿 を水 に 溶解 し, 穀終 浪度 1 0%と
なるよう に トリ ク ロ ル 酢酸 を加え4
0
C 3時 間静置 して除
蛋白後, 即 )遠心上浦を水 に 対し て 24時間透析し, 同
逮の 0,5 MNaCl を加 え て 0･25 M と し た. こ こ へ 1 %
C PC を含む O.25 M NaClを白濁が生 じな く な る ま で
加え,37
0
Cに 数時間静脛 し, 再び G AG - C P C複合体 を
形成させ た. その 沈殿 を 0･1% C PC で 洗源後, 1.5 M
NaClに溶解し,2 ,5倍 鰻の エ タ ノ ー ル を加 え,0
¢
C数時
間静置後遠心し, 沈殿 を 水に 溶解し た. 酢酸ナ トリ ウ
ムで飽和した エ タ ノ ー ル を 2.5倍 駿加 える こ と に よ り,
G A G をNa 塩 と し て 回収し た. こ れ を エ タ ノ ー ル , 次
いでエ チ ル エ ー テル に て洗淋 し, 空気 中で 乾燥 さ せ た.
再び0.25 M NaClヰlで の C P Cに よ る G A G沈殿以下
の操作をくりか え し, 巌終 的に尿ヰ7 G A G を Na 塩 と し
て回収し, 吸引デ シ ナ 一 夕 ー 中で 5酸化 リ ン 存在下で
乾燥させ秤塗 した.
セル ロ ー ス アセ テ ー ト膜電気泳動
G A G の電気泳動 は W e ssler町の 方法で 行な っ た
.
セ
バラ ックス 膜( 常光度業) を使用し, 0.05 M の酢酸 バ
リウム申で, 20 V/cIllの 定電圧 下で, 3時間泳動 した
.
これを2%酢酸を含む(1.1%ア ル ー シ ヤ ン ブ ル ー で 10
分間染色し, 流水で 洗潤 した. G A Gの 硫酸化度は 0.1
N塩酸中で の移動度 を指標 とする W e ssle r9}の 方法で 判
定した.
ヘ キソサ ミ ンの 定蛍
尿中G A G を 4.O N塩 酸中で 1OOOC 8時間加水分解
し, Tanigu chi
l O)の 方法 で ア ミ ノ 酸自動分析装置(日立
K L A- 3‡∋) を使用し, グ ル コ サ ミ ン とガ ラ ク トサ ミ ン
を分離定量 した.
畢丸ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ に よ る 分解
GA G lm g につ き1000 I Uの 牛畢丸ヒ アル ロ ニ ダ ー ゼ
(Miles - Se ra v a cLtd･ , M aide nhe ad, Engla nd) を
使用し, 0･2 M酢酸 - 0･ 15 M NaCl頒衝液 pH 5.0 中
で370C48時間イ ン キ エ ペ ー トを行な っ た . イ ン キ エ ペ
ー ト終了私 最終濃度 が 10%と なる よ う に トリ ク ロ ル
酉憮を親和し 40C 3時間静置 した . 遠心後 , 上清 を 4｡C
で蒸留水に対 して透析 を行 な っ た . 分解 され な か っ た
GA Gは, 0･25 M NaCl中で G A G- C P C複合体と し
33
て 回収 し, 上述の 方法で Na 塩 と し た.
コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ に よる 消化 と不飽和 2糖の マ ッ
ピ ン グ
コ ン ドロ イ チナ ー ゼ に よ る消化は Saito1 2)らの方法を
用 い て 370C 2時間イ ン キ エ ペ ー 卜し た
.
コ ン ド ロ イ チ
ナ ー ゼ A C- Ⅰ ( 生化学工業)は, Anthr oba cto r a u r e.
SCenC eか ら抽 出 した コ ン ド ロ イ チナ ー ゼ A C型の酵素
で, コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ A B C( 生化学工楽)は Pr ote u s
V ulga ris の増強 上 帝よ り単離精髄 され た もの で ある.
消化 生成物 は 60c m 長の 東洋濾紙 No .51 にス ポ ッ ト
し, 下降 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 な っ た . まず ト ブ タ
ノ ー ル , エ タ ノ ー ル , 水 (52:32:16, Ⅴ/V) に て 24
時間脱櫨 を行 な っ た 後, 1 - ブ タ ノ ー /レ , 酢酸, 1 M ア
ン モ ニ ア水 (2:3:1, Ⅴ/V) を溶媒 と して室温 18時
間で, コ ン ド ロ イ チ ン硫酸 (C ho ndroitin sulfate, 以
下 C hS と略) 構成単位の不飽和 2糖の分離を行な っ た .
△4 - ダ ル ク ロ ン 酸 を 含 む ス ポ ッ ト は 短波長紫外線
(230～ 260叫 )`照射下で見る こ と に よ り, その 位置を
決定 した . 紫外線吸収ス ポ ッ トを切 り出 し, 細切 して
0･01 N塩酸中500C lO分で 溶出 した. A` - ダ ル ク ロ ン 酔
残基は 232m 〟 で 特有の 分子吸光を持 ち, A Di- 6S(A4
- グ ル ク ロ ニ ド㌧ ア セ チ ル ガ ラ ク トサ ミ ン ー 6硫酸) は
5,50 0.ムDi- 4S (△4- ダ ル ク ロ ニ ト ア セ テル ガ ラ ク ト
サ ミ ン ー 4硫酸)は 5.100, A D 卜OS(△し グル タ ロ ニ ド
ー ア セ チ ル ガ ラ ク トサ ミ ン)は 5,70 の分子 吸光係数 に
よ っ て計算 した13)1 1)
皮膚由来線椎茸細胞
皮牌は主 に 前腕屈側 よ り採取 した. 採取部位 を 3%
ヘ キ サ ク ロ ロ フ ェ ン (フ ァ イ ゾ ヘ ツ ク ス
⑧
三共) に て
よく こ すり,0･5% キシ ロ カイ ン に て皮内麻酔を した 衡
メ ス に て表皮 を 5× 5nl nl採取 し た. 採取 し た皮膚片は
直t一 に ト グ ル M E M培養液(カ ナ マ イ シ ン 60m g/L
を含む, イ ー グ ル M E M培地 ｢ ニ ッ ス イ｣ ①, 日水製
薬) に 浮遊さ せ , 2時間以内に 植 え込み を行な っ た .
初代培養は皮膚片を培養液に 入れ た 無菌シ ャ ー レ 中
で, 0･5 ～ 1 m m 角に 細切し , 25c m2の フ ラ ス コ ( Nu n c
163371)に 1～ 2 片人 れ , 10% 牛胎児血清を加 えた イ ー
グル M E M培養液 を少塵加 え,37
Q
C 5% C O2イ ン キ エ ペ
一 夕 ー 内に て静置増発を行な っ た
. 培襲液交換 (M e.
diu m cha nge, 以 下 MC と略) は, 皮膚片の ま わ り に
上皮細胞が出始め て か ら, 過 2回 行な い , 約1 カ月後
に は サ ブカ ル チ ャ ー (Subc ultu re , 以 下 S C と略)を行
な え るよ う に な っ た .
S C は以下の手順 に て行な っ た
.
まず培養液を除去し,
細胞表面を リ ン 酸緩衝液 (P ho sphate - buffe red sa.
1ine, pH 7･4, 以 下 P BS と略)に て 1 回洗准後, 0.02
% E D T A,0.02% トリ プ シ ン を含む P BS を 3 r C20分
34
間作用 さ せ た後, 培養液 を加 えて ピペ ッ テ ィ ン グし,
2～ 4倍の 面積に な る よう に S C した. 週 に 2回 M Cを
行な い ,Co nflu e n c eに な っ て 2～ 3過の 間 に S Cを行な
っ た. 最終的に 75c m2の フ ラ ス コ (Co ming 25110)
に て継代培養を行 な っ た . 以下, 線推芽細胞 を使用 し
て の 実験 はす べ て継代 10代目前後 の細胞 を使用 した.
線維芽細胞内 GAG の検討
Co nflu enc eに 達 した細胞 を使用 した . 培養液 を除去
し, 細胞衷 面 を P BS で 1 回洗練後, 0･02% E D T A
O.02% トリ プ シ ン を含 む P BS を3 7
0
C 20分間作用 させ
た後, ピペ ッ ティ ン グ して遠心管に 移 した. P B Sに て
細胞 を 2回流源後, 蒸留水を加え て 1 ml と し, 超音波
ホモ ジ ェ ナイザ ー で 150m A,9 0秒 に て細胞試料液と し,
Lo w ry 法
1封で 蛋白定量 した. 残 りの拭料液 には , プ ロ
ナ ー ゼ 1 mg/ml を含む プ ロ ナ ー ゼ 頒衝液(0･1 M トリ
ス
, 0.01 M塩 化 カ ル シ ウ ム , 0.02% 窒化 ソ
ー ダ,
pH 8.0)を 1ml加 え, 37
0
C 24時間イ ン キ エ ペ ー ト後,
プ ロ ナ ー ゼ液 を1 ml追加 し, さ ら に 24時間イ ン キ エ ペ
ー 卜した . そ こ へ 最終洩度10%と な る ように トリ ク ロ
ル 酢酸 を加 え, 4
0
C3時間静置後遠心 し上浦 を水に 対 し
て.24時間透析を行 な っ た . 酢酸ナ トリ ウ ム 飽和 エ タ ノ
ー ル を2.5倍量加 え, O
D
C数時間静置後遠心 し, 沈殿 を
エ タノ ー ル , エ チ ル エ
ー テ ル と洗淋 し乾燥 させ た. そ
こ へ 0.25M N ふCl を 0.5 ml加え て溶解 し, 等量の 1
% C P Cを含む 0.25M NaCl溶液 を加 えた 後, 37
0
Cに
数時間静置 した. 遠心後, そ の沈殿を 2.O M NaCl に
溶解 し,3倍量の エ タ ノ ー ル を加 え て 0
0
C数時間静置し
た. 得 ら えた 沈殿 を再び蒸留水に溶解 し, 酢酸ナ トリ
ウム 飽和 エ タノ ー ル で沈殿 させ, 細胞内 G A G試料 を得
た
.
こ の試料につ い て酢酸 バ リ ウム に て セ ル ロ ー ス ア




Co nfluenc eに 達 した 線維芽細胞 を, 硫酸塩 を含ま な
い Joklik- M odified M E M(GI B C O 410- 3 0) に
0.13m g/ml の塩化 カル シ ウム を加えた培養液で M Cを
行な い 24時間イ ン キ エ ペ ー ト後, 同様の 培養液に , 10
%の 1夜 P B Sに 対 して透析 した 牛胎児血清 と 2FLCi/
ml の35S - 硫酸(Am ersha m:59m Ci/m m ol)を加 えた
培養液で M Cを行な っ た . 37
0
C 72時間 5% C O2下 でイ
ン キ エ ペ ー ト後, 上述 の方法 で細胞 を集め, ホ モ ジ ェ
ナイ ズ, プ ロ ナ
ー ゼ処 理, トリ ク ロ ル 酢酸沈乳 透析
後の 水終液 に c arrie rと して Ch S, デ ル マ タ ン 硫酸
(De r matan sulfate, 以下 D S と略), H S を それ ぞ れ
0.1m g づ つ 加 えて , 上述 の方法で G A G試料 を得た .
これ を.0.05 別離酸 バ リ ウム に てセ ル ロ
ー ス ア セ テ ー ト
膜電気泳動 を行な い , 染色後, Ch S, DS, H S の各分
画 を切り出 しで ミ ニ バ イ ア ル に入 れ, 6 ml のシ ン テ レ
一 夕 ー (ト ル エ ン 1 Lに 4 ･Og の 2,5
- Diphe nylo xa.
z ole と 0.05g の 1.4-Bis[2 -(5-Phenylo x a zolyl)]
- Be n z e n eを溶解 した 液) を加 え Aloka シ ン チレ ー シ
ョ ン カ ウ ン タ ー で測定 した .
線練 芽細胞 へ の 14C - グル コ サ ミ ン の取 り込 み
Co nflu e n c eに 達 した線椎茸細胞を,0･3〟Ci/mlの[1
-1 4C]Glucosamin ehydro chlo ride( Am e rsha m:55.5
m ci/m m ol)を加 えた イ ー グル M E M培養液で M Cを
行 な い , 37
0
C72時間5% C O2｢Fでイ ン キ エ ペ ー ト後,
3 5S 一 硫酸の 時と 同様 に し て, 各 分画 を カ ウ ン トした.
成 績
1. Lo we 症候の 尿中 G A G排泄遮
症例 2 の尿中 GA G の1日排泄鹿は Na 垢として約9
mg, 症例 3 では約 7mg で あ っ た. 上 述の方法で得ら
れ た正 常値 は 5.4～ 9 .3nlg で あ る の で尿中総 G AG畳
は 正常 であ ると 考え られ る.
2 . 尿 中 G A Gの 電気泳動パ タ ー ン
酢酸 バ リ ウ ム 横衝液に よ る セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト膜



































Fig. 1. Ele ctropho retic patte m of u rin ary glyc o
s･
a minoglyc an s. Ele ctropho re si w a sc a rried o
ut
on c ellulo s e a c etate m e mbra n ein O.05 M bariu m
a c etate fo r3hwith a pote ntialgr adie nt of 2O V/
c m . T he strip w a s stain ed with O･1 % alcia nblue
in 2% a cetic a cid. H S, hepa ran sul fate; DS･
de rmata n S ulfate; C S, Cho ndr oitinsulfate A/Cl
IJ(】W e症候 の へ パ ラ ン硫酸代謝




り,Lo we 症候患児で もIE常児で も, 尿中 G AG の 主 な
分画はC hSA/C で･ 少 齢
)D S と H S が含ま れ て い る
ことが示され た. 同年齢 の 正常児と比較 す る と 3例の
Low e症候の 尿中 G A Gの H S分画の 割合が明 ら か に
低く, 図に は示 さ な い が , 粗 G A Gを透析後
エ タ ノ ー ′レ
沈殿に て集めた試料で も 明ら か に 低か っ た ･
L｡ We症 候患児及 び 透析中 の 尿牽症患 児 の 庚申
G A Gの電気泳動像 では D Sに 相当 する分画が やや増加
してい るか に み え るが , 撃 丸ヒ ア ル ロ ニ ク
ー ゼ 消化の
結果か ら は少 射 ) みが 畢丸ヒ ア ル ロ ニ ク
ー ゼ耐性で あ
るこ とが示さ れ た.
3. 尿中 G A Gの へ キ ソ サ ミ ン組成
表1の 如く , 総闇 で はt 二常 と羞は な か っ た が, グル
コ サミン の 総 へ キ ソ サ ミ ン に 対する 比 で は Lo w e症 候
の方が小さ い 値だ 1 た. こ直 結果 はⅠ一() W e症候 の 掛fl
H S排泄が 正常に 比 べ て 低い こ と を考えき せ る. 清適菌
感染後糸球体腎･粂で■蛮= 歳を詔勅 る愚兄 及 び ア ナ フ ィ
ラクトイ ド紫班病性腎炎J.)2 人 川魚賞も 8 歳から1 6歳
の対照群に 含ま れて い る がi 披等の 1Ll尿中総 G A G娘
Total
he x o sa min e s
Range s
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は正 常で あ り, そ の 電 気泳動に よ る分画も他の 正 常児
と変わ り な か っ た . し か し, 血液透析をう けて い る尿
毒症患児の 1 日尿中総 G A G塵は減少してい るようであ
っ た が, 電気泳動像 で は他の 正常児と比 べ て RS が特
に 少な い と い う こ と は なか っ た . グ ル コ サ ミ ン の総 へ
キソ サ ミ ン に 対す る 割合は, 症例1 は同年齢対照の 46
%, 症例2 は 28～ 30%, 症例 3 は 26～ 31%と そ れ ぞ
れ 減少し て い た.
4. コ ン ド ロ イ ナナ ー ゼ消化に よ る 2糖 マ ッ ピ ン グ
図 2及び衷 2 に 示 す 如く, 患児で も不飽和 2糖 の 排
泄が特に 減少し て い る と い う こ と は なく , △D 卜 OSの
愚 に も Lowe 症 候 と対照間で凌 がなか っ た
.
ま た 租
G A Gを透析後 エ タ ノ 叫 ル 沈殿で集め た試料で も, ADi
･()S の 増加は な か っ た . 酢酸 バ リ ウ ム に よ る セ ル ロ ー
ス7
'
セ ナ ー ト膜電気泳動では,Lo w e症候患児の D Sの
比率 が商い よ う で あ っ たが , 潟丸 ヒ ア/レロ ニ ク ー ゼや
コ ン ド ロ イナ ナ ー ゼ消化の 結果か ら, 後述の よ う に こ
J)分 帖 .まj二に 低硫酸化C h S A を示 す と考え られ た
.
5. 球伸 GA Gの 硫酸化の 程度
媒中 G A(.;ぴ)0.1 N塩酸 に よる電気泳動では, 主な分
Tablcl. Ilex o sa min ec o ntents (.)f u rin a ry glycosa l11in oglyc aIIS
Cas el Co ntr ol-I Ca s p2 Ca se 3 C()ntr OトII
(:与yr) (:うyr
'
∴n ニ 4) (14 yr) (14yr) (11-･叫 16yr, n = 7)
(FLm Oles per m喜 Ofu rin ary G A G･Na s alts)
l .162 l.17H†｢(). 川8 1 ∴与川 1 .17日 l .122±n .11r)
(1 .()54Ⅶ1 ∴う2())
(モノ!1i, ( )ftotal he xりSamin es)
Gluco sa mille _王.() H .5 5 ナl.2 2
Ra nge s (7 .4一ミラ.5)
(Ⅰ .(J川卜 1∴きこi2)
:う.リ. ･4 .1 4∴う∴i .5 1:う.51±Ⅰ .(う2
( 川.4--15.4 )
'
r;1t)1亡､ 2. nis a c charide subu nits ()f ur
･in a rv ch()11(roitiI Sulf;ltビiト( 〉m P rS
Case2(14yr)[CI)C汁
Case2【Etha n()1冊
Co ntr ol(14 yr)
Co ntr ol(3yr. p( "ied urin e)












△Ⅰ)ト6S △Ⅰ)ト4S △Ⅰ)i-()S △I)ト6S △l)i･4S AI)i-()S
().5 1 2
* *
().(う駆 ().1tI5 ().5 1 リ (l.827 ().1()7
(l ∴i71 f).4()リ (I. j2とミ (1 ∴i5ニー (I.4 バ･1 り
.
U 54
().4 1 1 ().67!j ().一指8 ().｣ニ柑 II.7H() ().07()
し).5ユ2 ().9(う6 ().(j 射 ().521 1.()l H O.( は1
r).49() ().7()8 ().0 96 (】.4～)6 (l.81(i U .∩‡川
C Ha seilldic ates cho ndr oitinase. Forfurther det.ails, Se ethetext.
Results a r e e xpr e ss ed a spm ole spe r mg ofu rin a ry glyc os amin oglyc a n s(Na s alts).
Cited fro m Ref, 1 4.
Urin a ry G AG were pre cipitated with CPCin thel)reS e n C e Of .25 M NaCl.
Urin a ry G A Gw e r epre cipitated with etharl Ol.
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画である C hS A/C の移動度は患児と対照間で羞が な
く , Cb S A/C の硫酸化の 程度 は ほぼ
一 致 し て い ると 考
ぇ られ た (図3). ま た尿中 G A G をコ ン ドロ イ チ ナ
~
ゼ A B C で消化後, エ タノ ー ル で 未消化 の G A G を集め,
0.05 M酢 酸バ リ ウ ム に よる電気泳動 を行な う と , 未消
化 G A G の殆ん どが H Sで ある こ と が わ か っ た(図4)･
こ れ を 0.1 N塩酸 に よ る セ ル ロ
ー ス ア セ テ ー ト膜電気
泳動 を行 な っ て硫酸化の 程度 を み る と, 図 5 の如く患
児の H S も対照も, 生化学 工 業製 の 牛腎の H S と善 が
な か っ た . た だ こ れ ら の H Sは, N H ト靡準 HS で あ る
牛肺 の H S よ り少々 硫酸化が少 な か っ た .
6. 皮膚由来線維芽細胞内 G A G の電気泳動 パ タ
ー
Co n抽l ‰ C競)
Ch抽 ト) 麒 ABC ト) AC ABCト) AC ÅBC
吋 一 一 - - 一 一 ･ - - ･ - -
-
J 研べ S 一 淋 戯
■
芸芸
三慧二 衛 聯 礫 那 轡 野
Fig. 2･ Desc e nding chr o m atographic patte rn
Of
chodr oitin a se- dige stion pr odu cts･ Cha s e･ Cho nd
･
r oitin a se; A C, Cho ndr oitinase A C-Ⅰ卜 dige sts;
A B C, Cho ndroitin a s eA B C




glu c u r o nide
-
a C etylgala cto sa min e
- 6 - Sulfate;
A Di- 4S, △
4 -
glu c ur o nide
-
a C etylgala cto s amin e
→ 巨 sul fate; △Di
- O S, △
4-glu c ur o nide a c etyl･
gala cto s a min e;(C P C), u rin a ry glyc o sa min o
･
glyc a n w aspr epa red by the CP C m ethod des
･
cribed in the m ethod;(Etha n ol), u rin a ry glyc o s･
a min oglyc a n w a spu rified by etha n ol pr ecipita
･










Fig. 3. T he degr e e of sulfatior1 0f glyc o s a min o
-
glyc a n estim ated by ele ctrophor esis c a rried o ut
o n cellulo s e a c etate m embr a n ein O.1 N H Cl.
(C P C)a nd(Etha n ol)a r esa meto Fig･ 2･
皮膚 由来線維芽細胞内 G A Gの 0･05 M酢酸バ リウ
ム に よ る セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト膜電気泳動は, 図6 の
如く で あ っ た . デ ン シ ト メ ー タ
ー に て その 分画をみる
と, 正 常細胞で は, Ch S 9･8 %, D S 57･5%, H S32.7
% に 対 して ,Low e症候 で は,C hS 13･9%, D S 66.4%,
H S 19.7% と明 らか な H S の低下 をみ たが, Ch S と DS




















Fig. 4. Ele ctr opho r etic patte r n of the r e m aln lng
G A G in e n zym atic dige stio n with chondroitin ase
A B C. Electr opho r esi w a s c a r ried o ut on cel
･
lulo sea c etate m e mbr a n ein O.05 M ba rium a cetate
fo r3h with a pote ntialgr adient of 20 V/c m･
* Sta nda rd hepa r a n s ulfate w a sprepar ed fr o m
bovin ekidn eyby Seikagaku Kog yo Ltd･
… Sta nda rd hepar a n s ulfate w a sprepar ed fro m



















Fig. 5. T he degre e of s ulfatio n of the re m
aining
G A G ine n zym atic dige stio n with chondroitina
se
A B C. * , … Sta nda rd hepa r a n sul fates a re S a
m e
to Fig. 4.









(%) 32J 575 9･8
聖 人 二･ノ7 選
一
(%) 19､7 槌A 13.9
Fig. 6･ Electr opho r etogr a m a nd its de n sito m etric
patte rn of intra c ellula rglyco s a min oglyc a n sL H S･
hepar a n sulfate; D S, de r m at n s ulfate; Ch S,
























Ca s e2 Ca 5 e3 Co ntr01s
(∩=4)
Fig. 7. Distributio n of
3 5SLlabeI glyc o s a min o･
glyc a ns afte r72hof in c o rpo r atio n of
3 5S-S ulfate.
ChS, Cho ndr oitio n sulfate; DS, der m ata n s ul･
fate; HS, hepa ra n sulfate . * M e a n士S. D.
7. 3 5S q 硫酸の細胞内 G A Gへ の 取 り込 み
図7の 如く, Ch S及 び D Sに 関 し て は Lo w e症候 と
対照の間に取 り込 み塵 の 差 をみ な い が, HS へ の 取 り込
みは症例2及び 3 で, 対照の 53% 及び 58%と低下し
てい た.
8･ 1 4C - グル コ サ ミ ン の細胞内 GAG へ の取 り込 み
図8 の如く1 4C - グル コ サ ミ ンの 取り込 み も Cb S及び
DS では Lo w e症候と 対照の間に 差 をみ な い が , H Sへ


























Ca5喧2 Cas ¢3 Co ntr oIs
(∩巳 3)
Fig･ 8･ Di$tributio n of
1 4C - 1abel glyc o 8amin o･
glyca ns afte r72hof inco rpo ratio n of
l ヰC - glu c o$,
amine. ChS, Cho ndr oitin s ulfate; D S. der m ata n
Sulfate; H S,hepa ra n sulfate. … M e a n土S. D.
考 察
Lo w e症候 の原因は現在なお 明ら か に されて お らず,
その 診断は特有の 眼症状, 中枢神軽症帆 腎障宵の 合
併 に もと づ い て 臨床的に 下され る. Lo w e症候にみ られ
る眼, 腎, 骨な どの 異常 は, 結合織成分, こ と に マ ト
リ ッ ク ス成 分と して重要な G A G などの異常を推定させ
る. Su s chke ら2)は Lo w e症候患者の尿中 G A Gの 増塵
を報告 して い る が , そ の 走塵方法は間接的な も の であ
り, G A Gに 特異的な もの で はな い . Haya shiら3川 は ,
成人 の Lo w e症候患者で尿中総 G A G塵が正 常の 4～ 5
偶 に な る と して お り , その 報告で は分子量の 大 きな低
硫酸化 Ch S A と HS が, 6:4の 比で排泄さ れ, ビタ
ミ ン D2と ア ル カリ療法に よ り , 尿中 日S 塵及び低硫酸
化 C hS A畳が 著明に 減少する と い う. しか しア ル カ リ
療法~~Fに お け る H Sの 実質的 な減少が , ダル ク ロ ン 酸
と して 定塗され る尿中総 G A G塵の 減少をお こさな い と
い う事実に 対 する考察はなされてい な い .･岬一 方,A ka s aki
ら5)は Lo w e症候で は尿中総 G A G慶は正常範囲内にあ
る が , 本症の 尿中 G A G は もっ ば ら低硫酸化 C h S A か
らな り, 通常 の 尿中 に 見出され る Ch S C, H S な どを
認め な い と報告 してい る.著者の 尿中 G A G異性体 の 分
析で は電気泳動法, コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ分解後 の 2糖
マ ッ ピ ン グ で も Lo w e症候と正 常児の間に特に 差は み
られ ず, た だ電気泳動法で低硫酸化 C h S がや や多い こ
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とが示唆さ れ た. 腎機能障害 に際 して は低硫酸化 C hS
の尿中排泄が増加す る こ とが 知 られ て お り, これ は血
祭中の主な G A Gで あ る 低硫酸化 Ch S A が漏出する
た めで はな い かと考 えられ てい る1 8). 本研究では糖蛋白,
ヒ ア ル ロ ン 酸な どの 爽雑 を避け るた め 0.2 5M NaCl中
に お ける G A G沈殿法を行な っ ており, 低硫酸化 C hS が
上清中に 残る お それ が あるが , エ タ ノ ー ル沈澱法 によ
り集めた粗 G A G の 2糖マ ッ ピン グで特に △Di- O Sの
増量を認め 得な か っ た こ と か ら, 本症の C hS の硫酸化
の程度 は, 対照に 比 し有意に 低 い もの と は考 え難か っ
た
.
一 方, 尿中 E S につ い て は Lo w e症候と対照の 間に
著 しい 差を認め た. 尿中 H S は, 通常年齢 の 進 む に つ
れ 相対的排泄量が増加する こ とが 知られ ており1 7), 尿中
H S の定量につ い て は, 同年齢 の対照をお く必要がある.
図 1 のセ ル ロ ー ス アセ テ ー ト膜電気泳動 で は, 3 人の
Low e 症候患児で同年齢の対照 に比 して, H Sの 割合が
少な い こ とが わ か る. 患者尿中の H S排泄が少 ない た
めヂ ン シ トメ ー タ ー によ る正 確な H S の分画測定が む
ずか しく, H S の相対的排泄は尿中 G A Gの へ キ ソサミ
ン 分析の結果か ら計算した. 尿 中 G A G の単位重畳当た
りの へ キ ソサ ミン 総量は, Lo w e症候患児も対照と差が
な か っ たが, グル コ サ ミ ン 豊 か ら計算 した H S の相対
量ほ, 同年齢の対照の 26～ 46%で あっ た . 腎機能障害
時に は低硫酸化 C】lS の尿中排泄が増加す る こと はよく
知ら れ て い る が, 尿中 H S排泄が どの よ う に影響 をう
ける か は充分に は知 られ てい ない .1例の 血液透析患者
に つ い て行 っ た分析で ほ 尿中 H S排泄 は特に 異常 はな
か っ たが , 血液透析患者 で の尿中 H S排泄の低下が報
告きれてい る1 8). 対象と した Lo w e症候患児は軽度の蛋
白尿 は認 め るが , 血 中尿素, ク レ ア チ ニ ン 等 は正 常域
に あり, それ ほ ど著明 な腎機能障害がある と は考 えら
れ な い が , 腎機能障害, こ と に 尿細管機能障害 によ る
H S排泄の低下の可能性は否定 し得ない . 尿中 H Sの 排
泄の低下が腎機能障害に よ る も の か , ある い は H Sの
生合成自体の低下 を反映 す るも のか を確か める ため に ,
培養皮膚線維芽細胞に つ い て 一 連の 検索 を行 な っ た .
線維芽細胞内の G A G は, 対照で D S が 57.5%,C hS
A/C が 9.8%, H S が 32.7%と殆 ん どを D S と H S が
占めて い た が, Lo w e症候で は DS が 66.4%と殆 ん ど
を D S が占め, H S と C hS A/C で そ れ ぞ れ 19.7%と
13.9%と HS割合の低下 を み た. Lo w e症候及び対照
の H Sを D Sに 対す る比 で み る と, Lo w e症候 0.30に
対 して 対照 0.57 であり, Lo w e症候線維芽細胞内の
H S は対照の約 1/2 であっ た.
a 5S - 硫 酸及び1 4C - グ ル コ サ ミ ン の 線 維芽細胞内
GA Gへ の取 り込み に 関 して は , 実験方法 の違い で種々
井
の 値が 報告さ れ て い るが, 今 回の 値は Sluke ら1 9)の W i
-38株 (胎児由来線椎茸細胞) を使 用 し た結果とほさま
鵬 致 して い た･ 今 回の 実験で は ∴細胞自体 の A如gの
影響 を除 き状態 を 一 定 に す る た め 継代 10代前後の
Co nflu e nt の 細胞 を使用 し, 38S 一 硫酸取 り込み の際に
は , S O4
~ ~
を 含ま な い 培養液で前培養 を行 な い , 取り込
み 中も 同様の 培養液 に , P B Sに 対 して透析 しS O√ q を
き わ め て低洩度 に し た と考 えら れ る牛胎児血清を加え
た も の を使用 し, 培地内硫酸漉度約 0･03 m M の条件で
行な っ た . 3 5S 一 硫酸の 線維芽細胞内 G A Gへ の取り込み
は , C hS A/C と D Sに つ い ては , Lo w e症候も対照と
差が な か っ た が, H Sの 取り込 み は Lo w e症候では対照
の 53%と 57%と明 ら か な減少 を認め , 1 4C - グル コサ
ミ ン で も 同様 の結果 を得 た. こ の 偲 ほ 線椎茸細胞内
G A G の ヂン シ トメ ー タ ー に よ る分画ともよく 一 致して
い た . 各分画 へ 取り込 まれ た35S/1 4C 比 も ChS A/C で
Lo w e症候 8.3～ 10.4 に対し て 対照 8.4, 同様に DS で
5.1～ 5.8に 対し て 6.2, H S で 4.5～ 5.9 に 対して5,9
と ほ ぼ 同様の 値を示し,Lo w e症 候で特 に 硫酸化障害が
あ ると は 考 えられ な か っ た .
Fukuiら6)は, 前述の A ka s ak iら の Lo w e症候患児
の尿中に は, 低硫酸化 C hS Aの み が排 泄され ていると
み る成横 を確か め る ぺ く,Low e 症候の 皮膚線維芽細胞
に つ い て G A G の硫酸化 を検討L, Ch S と D S の硫酸化
に著 しい 障害が ある こ と を報告 して お り, こ の原因は




以 下 P A P S と略) の 低下 に あ り, P A P Sの 低下は
Nu cle otide pyr opho sphata seの 酒性冗進に よるもので
は な い か と して い る
.
また , 細胞 内 H Sの 割合は極め
て低く, か つ 対照 よ り む し ろ生合成 に 瓦進の みられる
成績 を報告 して い る. しか し, 患児, 対照と も1例に
つ い て の成績 で あ る こ と, さ ら に GAG の 分析法が本研
究 と は著 しく異な っ てお り, 直接 の 比較 は困難で ある.
ヒ トに お い て, 尿中総 G A G が正常域 に あり低硫酸化
Cb S C の み が尿中に 排泄さ れ る疾患と して, 全身の
platyspo ndyly を きた す Spo ndyloepiphyseal dyspla
･
Sia が 知 ら れ て お り, M o u r孟0 ら2 O)は P A P S- Chond･
r oitin s ulfate s ulfotr a n sfe r a seの 欠陥を推定してい る
が , 皮膚線推芽細胞の G AG に は異常 はみ られ ない . ニ
の 疾 患に 近 い 動物 モ デ ル と して遺伝性短肢 マ.ウス が知
ら れ て い る. 短肢 マ ウ ス で は, 骨変 化と Ch Sの 硫酸化
障害 が明 ら か に さ れ 2 1), P A P Sの 低 下 は A de n osine
pho spho sulfatekina se活性の低下に よ るもの とする報
告がある22). しか し, こ の よ うな異常 は軟骨細胞に のみ
み られ , 皮膚線維芽細胞, 脳 に つ い て は正常で あると
され , 異常は軟骨組織 に のみ 限られ る よう である.Lo w e
症候の P A P S の低下 に よ る低硫酸化は皮膚繰維芽細胞
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に のみ限局し, 軟骨細胞他 に は み られ な い か否か は ,
今後明らか に さ れ るも の と思わ れ る. しか し Lo w e症
候に特徴的と報告され た低硫酸化 ChS A のみの尿中排
脚ま, 著者の成績か ら は む し ろ 好走的であり, 再検討
が必要と考 えられ る し,皮膚線椎茸細胞 に お ける Ch S,
D S の低硫酸化に つ い て も方法論的な疑問も多く, 成績
の解釈に は慎重を要す る と思わ れ る.
上述の如く, 本研究か ら Lo w e症候患児の皮膚由来
線締芽細胞では, H Sの 生合成の低Fが明 らか にされた.
HSは細胞の表面 (Cell Co at) に多 く見出さ れ, 細胞
機能に 重要な働 き をも つ こ とが推定され て い る2 さ)が,充
分には明ら か に され て い な い . Br o wn2
4)らは 腎糸球体
基底膜では, H S が G A G の 65% を占め, そ の機能 と
密掛こ関係す る こ と を想定 し てい る. 十 凡 骨 に は殆
んど H S は見出さ れ ず, H Sの 生合成 に 異常があっ て も
骨変化の 起り難い こ と は, Sa nfilippo 症候の 例 をみ て
も明らか であ り, Lo w e症候 の骨変化が, 腎尿細管機能
障害に もと ずく2次的な ク ル 病性変化で ある こ とと も
矛盾しない .
こ のよ うな Lo w e症候の 培渡皮膚線維芽細胞 にみ ら
れる H S の生合成の 低 下 は, 本症の痛憤 と深く関わ る
所見と考えられ, 尿中 H Sの 排泄低下は こ れ を反映す
るものであろう .
結 論
結合組織の異常を想定 さ れ て い る Lo w e症候 患児よ




f. Lo w e症候の 尿中 G A G排泄二鮭は正 常で あ っ た
が, 酢酸バ リ ウ ム に よ る セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト膜 電気
泳動上, HS 分画 は著明に 減少し てお り , グル コ サ ミ ン
▼へ キソ サ ミ ン比で み る と, 正常の 26～ 46%で あ っ た
.
また DSに 相当す る分画が やや増加し て い るよ うに み え
たが, 腎障害に よる 低硫酸化 Ch S と考 え られ た . しか
し尿中 G A G の硫酸化の 程度 は対昭 と 善が な か っ た
.
2 ･ 線推芽細胞内 GA Gの 電気泳動 では, L｡ W e症候
のChSと D S は 正常対照 と 差が な か っ た が , H S は著





･ 線椎茸細胞内 G A Gへ が SSn硫酸及 び1 4C一ブ ル
コサミ ン取り込み は, C h S, DS で は差が な い が H Sの
取り込 み は Lo w e症候 で3 5S ∵ 硫 酸 は 対照め 53～ 58
%,14C - グル コ サ ミ ン は 26 ～ 58%と減少 し て い た. ま
た, これらの 3 5S/1 4C カ ウン ト比は , C hS, D S, H S で,
Lo we 症候と対照間で善が な か っ た
.
以上よ り Lo we 症候で は H S生合成 の 低~~Fが考 えら
れるが,GA Gの 硫酸化 に は特 に障害 は な い と 考 えられ
た.
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This study w a s unde rtaken to ex amine u rin ary exc retio n ofglyc os aminoglyca ns(G A G)a nd
bio synthesis of intr
ace1ula rGA G in thre epatie nts with Lo we
,
s syndro m e･ Urinary G A Gw ere
isolated by the c etylp yri din u m chloride pre cipitatio n met hod. The ex cretio npatternsof in -
dividual spe cies of urin ary G A G in thr eepatie nts wi th Lo w e
,
s syndr o me w ere c o mpared with
those of the age
- m atChed controI children by m e an s of the ele ctrophoretic m ethod o n ce11ulose
a cetate me mbra ne, qua ntitaio n of hex osa min ¢ CO nte ntS, a nd ofe n ヱym atic $ubu nita 捌.y With
chondroitin ases. Total daily a m o u nts ofu dn ary G A G in t hesepatientsrem ain ed wi thin no r m al
ranges, but t he urin ary exc retio nratio s ofhepa ran s ulfate w ere significa ntly reduc ed and a m o unt
to 26-46 %of t he ageq m atched co ntrol m ea ns, a S C alculated on t he basis of relative c o ntents of
glu c osa minein u rinary G A G･ Although ele ctrophoretogra m suggested som e e x c es s of 10 W
sulfated cho ndroitin sulfate c orresponding in m ob揖ty withderm atan sl1fate in urin efrom
Low e
,
spatie nt, the en zym atic subu nitassay withcho ndr oitin ases c o uldn otdisclose a nysignifi･
ca ntdi･ffer e n c e sin the excretio npattern a ndin the degree ofsulfation of cho ndroitin sulfate
isomersbetw e e nLow e
'
s syndrom e a nd the c ontroIchildre n.




14c-glu co samin e,into the conflu entskin fibrob lasts arou nd
thel Othgen eratio n of cultu r e･ T he inc orporatio n of
35
s-S ulfate as w e11as
14
c-glucos a mineinto
intracellular hepara ns ulfate fr actio nin Lo w e
,
s fibroblasts w asabo ut half that of controlfibro_
blasts, While the in c orpo ration of the s elabeled m aterialsinto intra c e11ular de r m at n sulfate and
Cho ndr oitin sulfate is o m e rs show ed no significa nt diffe re nces betw ee nLow e
,
s a nd c o ntrol
fibroblasts. In ad ditio n, a dir ect a nalysis of intrac ellula r G A Gon ce11ulose a cetate electro_
Pho retogr am disclosed that t he r elativ e am ou nts of hepa ran sulfate a m o ngintr a cellularsulfated
GAG in Lo w e
,
s fibr oblasts w e re markedly low as co mpa red with the sein co ntr ol fibrobla sts.
